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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ATCC oznaka tipskega seva ameriške zbirke tipskih mikroorganizmov (ang. 
American Type  Culture Collection) 
BHI                 neselektivno tekoče gojišče (ang. brain heart infusion agar) 
 
CFU  kolonijska enota 
CHX          klorheksidin 
dH2O       destilirana voda 
IHM         Inštitut za higieno in mikrobiologijo, Wuerzburg, Nemčija 
INT           2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid 
MIC         minimalna inhibitorna koncentracija 
PCA               hranljivo gojišče (ang. Plate Count Agar) 
TSA          gojišče triptični sojin agar 
TSB         gojišče triptični sojin bujon 
 
WSBC      zbirka mikroorganizmov (ang. Weihenstephan B. cereus Culture Collection, 
Muenchen, Nemčija) 
ŽM           Zbirka mikroorganizmov Laboratorija za živilsko mikrobiologijo na Oddelku 
za živilstvo Biotehniške fakultete 
ŽMJ        Zbirka mikroorganizmov Laboratorija za živilsko mikrobiologijo na 
Oddelku za živilstvo Biotehniške fakultete
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Kljub napredku v živilski tehnologiji in znanosti so obolenja, ki jih povzročajo patogene 
bakterije, prenosljive z živili, še vedno pogosta  (Pal in sod., 2014). Ali bodo mikroorganizmi 
povzročili zastrupitev z živilom, je odvisno od več dejavnikov (Kapun-Dolinar, 2001): 
• sposobnost preživetja ali celo razmnoževanja mikroorganizmov v živilu 
• specifične virulentne lastnosti mikroorganizmov, na primer sposobnost tvorbe 
toksinov 
• sposobnost invadiranja mikroorganizmov v različna človeška tkiva 
• števila mikroorganizmov, da dosežejo infektivno dozo. 
 
Mikroorganizmi se pogosto ne morejo razmnoževati v živilu, ostanejo pa sposobni 
povzročiti okužbo. Prenašalca povzročiteljev takšnih okužb sta na primer surovo mleko in 
voda. Pogoj za invazivnost mikroorganizmov je njihova sposobnost oprijema gostiteljevih 
celic (Kapun-Dolinar, 2001). 
 
Razkuževanje je zmanjšanje števila mikroorganizmov do mere, da ne vplivajo na kakovost 
in neoporečnost živila (Wirtanen in Salo, 2003). Pri izbiri kemičnih sredstev za razkuževanje 
je potrebno upoštevati več  lastnosti razkužila, kot so spekter delovanja, hitrost inaktivacije 
mikroorganizmov, korozivnost, toleranca do sprememb pH, hkrati pa želimo, da imajo 
rezidualni učinek, da ohranijo svoje delovanje tudi pri razredčitvah, da nimajo vonja in niso 
strupeni (Mazzola in sod., 2009). Nepravilna uporaba sredstev za razkuževanje lahko vodi 
do razvoja mikrobne odpornosti (Mazzola in sod., 2009) in zato je zelo pomembno določiti 
učinkovito koncentracijo razkužila. Ena od možnosti je določitev minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIC), ki je najnižja koncentracija razkužila, ki inhibira rast mikroorganizmov 
(Vijayakumar in sod., 2016). 
 
Klorheksidin je razkužilo, ki spada v skupino fenolov. Deluje na širok spekter 
mikroorganizmov, najbolj proti grampozitivnim in gramnegativnim bakterijam (Horner in 




1.1 NAMEN DELA 
  
Poglavitni cilj dela je bil določiti protibakterijsko aktivnost klorheksidin diacetata. Za 
posamezne vrste bakterij smo določili minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 
klorheksidin diacetata. Poizkuse smo opravili z bakterijami vrst Staphylococcus aureus, ki 
so toksigene bakterije, Listeria monocytogenes kot grampozitivne, Bacillus cereus kot 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
• Predvidevamo, da bodo proti klorheksidin diacetatu najbolj odporne sporogene  
bakterije vrste Bacillus cereus. 
 
• Gramnegativne bakterije vrst Escherichia coli in Salmonella enterica bodo bolj 
odporne proti klorheksidin diacetatu, kot grampozitivne bakterije vrste Listeria 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KLORHEKSIDIN  
 
Klorheksidin je biocid in se uporablja kot razkužilo (Wu in sod., 2016). Klorheksidin je 
običajno netopen v vodi, zato ga je potrebno pripraviti z glukonsko ali ocetno kislino in tako 
dobimo v vodi topne diglukonatne ali diacetatne soli. Raztopine klorheksidina so brezbarvne 
in brez vonja, imajo izjemno grenak okus (Calogiuri in sod., 2013). Razvili so ga leta 1950 
v Angliji med iskanjem sredstev proti malariji. Izkazalo se je, da klorheksidin dobro deluje 
proti bakterijam in ima visoko sposobnost vezanja na kožo in mukozne membrane (Denton, 
2001). Najbolje deluje proti grampozitivnim bakterijam (Tomás in sod., 2011). Klorheksidin 
se uporablja za razkuževanje opreme, hlevov in zgradb (Kahrs, 1995). Ohranja določeno 
aktivnost ob prisotnosti ostankov organskega materiala. Največkrat se uporablja v 
kombinaciji z drugimi razkužili.  
  
2.1.1 Kemijska sestava klorheksidina 
 
Klorheksidin je molekula s hidrofobnimi skupinami. Ta molekula je bila sintetizirana iz 
progvanila. Strukturno je sestavljena iz dveh simetričnih klorofenilnih obročev (4-
klorofenil) in dveh bigvanidnih skupin združenih s centralno hidrofobno heksametilsko 
skupino (Slika 1). Običajno se klorheksidin uporablja v obliki soli, predvsem kot diacetat, 
diglukonat ali dihidroklorid (Tomás in sod., 2011). 
 
 
Slika 1: Kemijska struktura klorheksidina (C22H30Cl2N10) (PubChem, 2018) 
 
2.1.2 Načini delovanja klorheksidina 
 
Klorheksidin deluje tako, da se veže na celično steno mikroorganizmov. Proces je zelo hiter 
in najbolje poteka, če je pH nevtralen oziroma rahlo bazičen. Ko razkužilo prehaja preko 
celične stene, preide do citoplazemske membrane. Membrano opišemo kot fleksibilen 
mozaični model, v katerem so globularni proteini vgrajeni v fosfolipidni dvosloj (Russel, 
2005). Membrana regulira prehajanje metabolitov iz citoplazme in v njo. Vsebuje 
pomembne encime in je vključena v celične metabolne funkcije. Tako beljakovine kot tudi 
fosfolipidne komponente membrane so lahko tarčna mesta protimikrobnim snovem (Ortega 
Morente in sod., 2013). 
 
Učinkovanje klorheksidina na citoplazemsko membrano se kaže z zmanjšanjem celičnih 
tekočin, kalijevih ionov, fosforja in protonov ter preprečevanjem dihanja in transporta soli v 
celicah. Te spremembe so odgovorne za bakteriostatični učinek, ki je reverzibilen (Tomás 
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in sod., 2011). Odstranitev klorheksidina z nevtralizatorji (lecitin) omogoča, da se 
citoplazemska membrana obnovi (Prasanna in Lakshmanan, 2016). Razkužilo poveže dve 
sosednji fosfolipidni glavi v citoplazemski membrani in zmanjša njeno fluidnost (Ortega 
Morente in sod., 2013). Bakteriociden učinek klorheksidina je tudi posledica koagulacije 
proteinov v citosolu. 
 
Baktericidna aktivnost razkužil (klorheksidin) je odvisna od več dejavnikov (Russell, 2003): 
 
• Koncentracija (klorheksidin je učinkovitejši pri višjih koncentracijah)  
• Kontaktni čas (daljši kontaktni čas pomeni boljše učinkovanje) 
• pH (klorheksidin boljše deluje v alkalnem mediju)  
• Temperatura (pri višjih temperaturah je bolj aktiven) 
• Dodatne snovi kot so kri, serum in nečistoče motijo delovanje 
• Število bakterij in lastnosti površine kjer so le-te prisotne  
•       Starost in kondicija mikroorganizmov 
  
2.1.3 Protimikrobna aktivnost klorheksidina 
 
V raziskavi so Beltrame in sod. (2012) ugotavljali delovanje klorheksidina pri štirih 
koncentracijah (0,2 % (2000 mg/l), 0,5 % (5000 mg/l), 0,8 % (8000 mg/l) in 1,1 % (11000 
mg/l), treh kontaktnih časih (2, 10 in 18 minut) in pri 10 °C in 45 °C. Učinkovitost so določali 
z bakterijami vrst S. choleraesuis, E. coli, Staph. aureus in L. monocytogenes. Bakterije so 
inokulirali v epruvete z gojiščem BHI  in jih 24 ur inkubirali pri 35 °C. Po inkubaciji so z 
metodo štetja kolonij na trdem gojišču določili število bakterij. Tako pripravljene bakterijske 
kulture so zmešali s sterilnim mlekom kot virom organskega materiala in različnimi 
koncentracijami razkužila ter vsebino homogenizirali. Po določenem kontaktnem času so s  
štetjem kolonij na trdem gojišču določili preživele bakterije. Rezultati so pokazali, da je 
klorheksidin učinkovit pri 10 °C že po 2 minutah pri 0,2 % koncentraciji klorheksidina pri 
bakterijah vrste E. coli. Za enak učinek 0,2 % klorheksidina pri bakterijah vrste S. 
choleraesuis je bila potrebna višja temperatura (45 °C) in daljši čas (18 minut). 0,2 % 
klorheksidin je bil učinkovit pri bakterijah vrst S. aureus in L. monocytogenes po 10 minutah 
pri 45 °C in po 18 minutah pri 10 °C. Daljši kontaktni čas bakterij z razkužilom 
klorheksidinom, je pomenil bolj učinkovito delovanje. Višja temperatura pozitivno vpliva 
na delovanje razkužila (Beltrame in sod., 2012). 
  
Penna in sod. (2001) so določali MIC klorheksidin diglukonata z metodo razredčevanja v 
tekočem gojišču. Uporabili so bakterije vrst E. coli, Staph. aureus, Acinetobacter 
calcoaceticus, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Bacillus subtilis var. globigii in 
Bacillus stearothermophilus. Delovne kulture so pripravili tako, da so 24 urne kulture 
bakterij vrst Serr. marcescens inkubirali na TSA pri 22 °C, bakterije vrst Ent. cloacae, 
Acinet. calcoaceticus,  E. coli in Staph. aureus pa v TSB pri 35 °C do 37 °C. Število bakterij 
so določili s štetjem kolonij na gojišču TSA (107 CFU/ml). Sporogene bakterije vrste B. 
subtilis so 6 dni inkubirali v sporolacijskem gojišču pri temperaturi 37 °C, medtem ko so 
bakterije vrste B. starothermophilus inkubirali pri 62 °C. Tako so dosegli sporulacijo. 
Razkužilo klorheksidin diglukonat so uporabili pri koncentracijah 1000 mg/l, 10000 mg/l in 
40000 mg/l. pH raztopin se je gibal od 6,18 do 6,95. MIC so določili z metodo razredčevanja 
v gojišču TSB. MIC je bila najnižja koncentracija, ki je inhibirala rast bakterij po 24 urah. 
Klorheksidin ni učinkoval na bakterije vrste B. stearothermophilus. Aktivnost pri drugih 
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bakterijah je bila odvisna od vrste bakterij, saj je bil MIC pri bakterijah vrste B. subtilis 
10000 mg/l, pri bakterijah vrst Ent. cloacae, E. coli in Staph. aureus 71 mg/l, ter pri 
bakterijah vrst Serr. marcescens 141 mg/l in Acient. calcoaceticus 63 mg/l. Razkužilo ni 
delovalo na spore, oziroma je bilo učinkovito pri zelo visoki koncentraciji. Najbolj 
učinkovito je razkužilo klorheksidin delovalo na gramnegativne bakterije (Penna in sod., 
2001).  
 
V raziskavi so Olorode in sod. (2014) raziskovali baktericidno in fungicidno učinkovitost 
klorheksidin glukonata. Boljše razkuževanje bi zmanjšalo tveganje za okužbe pri delavcih v 
klavnicah, mesnicah in prodajalnah. Raziskavo so izvedli v petih klavnicah. V vsaki klavnici 
so z brisi vzorčili površine desetih predpasnikov delavcev, ki so sodelovali pri zakolu živali. 
Za izolacijo in karakterizacijo posameznih vrst bakterij so uporabili selektivna gojišča. 
Selektivno gojišče TCBSA (Tiosulfatni agar s citratom, žolčnimi solmi in saharozo) so 
uporabili za izolacijo bakterij rodu Vibrio, gojišče Salmonella-Shigella za izolacijo bakterij 
rodu Salmonella, gojišče SR85 Butzler za izolacijo bakterij rodu Campylobacter, 
Sabouraudovo gojišče za izolacijo kvasovk vrste Candida albicans. Uporabili so direktno 
inokulacijo vzorca iz brisov na selektivna gojišča. Gojišča so inkubirali 24 ur pri 37 °C za 
bakterije rodov Vibrio in Salmonella, ter kvasovke vrste  Candida albicans in pri 42 °C za 
bakterije rodu Campylobacter. Pripravili so bakterijske suspenzije za posamezne vrste prej 
izoliranih mikroorganizmov, ki so jih uporabili v nadaljevanju raziskave. Razredčitve 
klorheksidin glukonata so pripravili v sterilni destilirani vodi. Koncentracije so bile 10 % 
(100.000 mg/l), 20 % (200.000 mg/l), 40 % (400.000 mg/l) in 70 % (700.000 mg/l). 
Uporabili so razredčevalno-nevtralizacijsko metodo s kontaktnimi časi  do 60 minut. Po 
določenem kontaktnem času so z nevtralizatorjem zaustavili delovanje razkužila. Preživele 
mikroorganizme so kvantificirali z metodo štetja kolonij na trdem gojišču. Naredili so tudi 
pozitivno in negativno kontrolo. Pozitivna kontrola ni vsebovala razkužila, ampak le 
mikroorganizme, negativna kontrola pa je vsebovala le razkužilo. 5 ml raztopine razkužila 
klorheksidina z dodanim fenolom so prenesli v sterilne epruvete. Pripravili so tudi 24 urne 
kulture izbranih mikroorganizmov. Oboje so postavili v vodne kopeli pri 17 °C - 18 °C. Ko 
so raztopine dosegle delovno temperaturo, so 0,2 ml kulture prenesli v raztopino razkužila. 
V določenih časovnih intervalih (2,5, 5, 7,5, 10 minut) so suspenzijo prenesli v 5 ml 
hranljivega gojišča. Epruvete so 48 ur inkubirali pri 37 °C. Pri najnižji koncentraciji 
razkužila (100.000 mg/l) so ugotovili, da razkužilo ne učinkuje na bakterije ne glede na 
kontaktni čas, medtem ko se je število kvasovk vrste Candida albicans zmanjšalo iz 100 
cfu/ml na 18 cfu/ml. Pri koncentraciji 200.000 mg/l se je število bakterij rodu Vibrio po 60 
minutah zmanjšalo iz 100 cfu/ml na 10 cfu/ml, število kvasovk vrste Candida albicansi pa 
iz 100 cfu/ml na 14 cfu/ml. Število bakterij rodov Salmonella. in Campylobacter se ni 
spremenilo. Pri koncentraciji 400.000 mg/l je bilo po 60 minutni izpostavljenosti razkužilu 
vidno zmanjšanje števila bakterij rodu Vibrio iz 90 cfu/ml na 9 cfu/ml in Candida iz 90 
cfu/ml na 12 cfu/ml. Število bakterij rodov Salmonella. in Campylobacter je padlo iz 90 
cfu/ml na okoli 30 cfu/ml. Pri koncentraciji 700.000 mg/l se je po 60 minutah število bakterij 
rodu Vibrio zmanjšalo iz 90 cfu/ml na 1 cfu/ml, število kvasovk rodu Candida iz 80 cfu/ml 
na 10 cfu/ml ter število bakterij rodov Salmonella in Campylobacter iz 85 cfu/ml na okoli 
20 cfu/ml. Razkužilo je slabo delovalo na gramnegativne bakterije rodov Salmonella  in 
Campylobacter, bolj občutljive so bile bakterije rodu Vibrio in najbolj občutljive so bile 
kvasovke vrste Candida albicans (Olorode in sod., 2014).   
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V raziskavi so Fernandez-Fuentes in sod. (2012) raziskovali učinkovitost klorheksidina na 
bakterije izolirane iz različnih živil. Uporabili so 39 različnih živil. Za izolacijo bakterijskih 
kultur so hrano prenesli v vrečke s sterilno fiziološko raztopino in jo homogenizirali. 
Raztopine so prenesli na selektivna gojišča. Najbolj pogosto prisotne so bile bakterije vrst 
B. cereus, Enterobachter sp., Enterococcus faecium in Pantoea agglomerans. Izolate so 
hranili v 20 % glicerolu pri -80 °C. Bakterije so za nadaljnjo uporabo v raziskavi inokulirali 
v gojišču TSB. Minimalno inhibitorno koncentracijo razkužila so določili z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Uporabili so 10 mg/l, 100 mg/l, 1 g/l, 2 g/l, 5 g/l in 10 
g/l razkužila. Rezultati so pokazali, da klorheksidin inhibira 57,4 % bakterij pri koncentraciji 
100 mg/l. Nižja koncentracija 10 mg/l je inhibirala rast 35,5 % izoliranih bakterij. 5,3 % 
izoliranih bakterijskih kultur je bilo inhibirano pri 1 g/l, 1 % pri 2 g/l in 0,8 % pri 5g/l 
(Fernandez-Fuentes in sod., 2012). 
 
Long III in sod. (2019) so raziskovali učinkovitost klorheksidin diglukonata na patogene 
bakterije. Razkuževanje so izvedli v gojišču TSB in na površini - goveja koža. Uporabili so 
bakterije vrst E. coli, S. enterica in L. monocytogenes. Razredčitve razkužila so izvedli z 
vodovodno vodo. Za protimikrobno delovanje razkužila klorheksidin diglukonata v tekočini 
so pripravili koncentraciji 250 mg/l in 500 mg/l. Uporabili so tri različne kontaktne čase 1, 
3 in 5 minut. Vzorce so prenesli na plošče in jih inkubirali 48 ur pri 37 °C. Število preživelih 
bakterijskih enot so določili z računalniškim programom. Za raziskavo so uporabili tudi 
goveje kože kot trdo podlago. Bakterijske suspenzije so nanesli na govejo kožo na točno 
določeno površino. Po 15 minutah so z razpršilom nanesli razkužilo. Uporabili so nizki 
koncentraciji 750 mg/l in 1000 mg/l ter visoki koncentraciji 3000 mg/l in 10000 mg/l. 
Površine so po 3 in 5 minutah vzorčili z brisom in vzorce prenesli v vrečko s peptonsko 
vodo. Vsebino so premešali in prenesli na trda gojišča, ki so jih inkubirali 48 ur pri 37 °C. 
Število preživelih bakterijskih enot so določili z računalniškim programom. Rezultati so 
pokazali, da razkužilo v tekočini najslabše inhibira rast bakterij vrste L. monocytogenes, kjer 
pri koncetraciji 250 mg/l ne glede na kontaktni čas niso zaznali zmanjšanj števila bakterij. 
Tudi pri koncentraciji 500 mg/l je zmanjšanje zanemarljivo. Najbolje je razkužilo 
klorheksidin diglukonat vplivalo na bakterije vrste S. enetrica. Največje zmanjšanje števila 
teh bakterij so določili po 5 minutah pri koncentraciji 500 mg/l. Na kožah je razkužilo 
najbolje delovalo na bakterije vrste L. monocytogenes. Največje zmanjšanje števila je bilo 
pri 1000 mg/l po 3 minutah, medtem ko je bilo največje zmanjšanje števila bakterij vrst S. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK DELA 
 
Namen raziskovalnega dela je bilo določiti protibakterijsko aktivnost klorheksidin        
diacetata. Uporabili smo bakterije vrst Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 





































Slika 2: Shema določitve protibakterijske aktivnosti klorheksidin diacetata 
Legenda: TSB- tekoče gojišče triptični sojin bujon, TSA-trdo gojišče triptični sojin agar,  
INT-2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid 
CHX-klorheksidin diacetat 
PRIPRAVA DELOVNE 
SUSPENZIJE BAKTERIJ:  
L. monocytogenes, E. coli,  Staph. 




RAZTOPINE        












50 µl bakterijske delovne 
suspenzije + 50 µl TSB 
 
PRIPRAVA DELOVNE 




NEGATIVNI          
KONTROLNI VZORCI: 
- 50 µl CHX + 50 µl TSB 
- 100 µl TSB - 50 µl CHX  
 
INKUBACIJA 37 °C, 24 ur 
 
PRENOS V MIKROTITRSKO PLOŠČICO 
 
DODATEK REAGENTA INT 
 
DOLOČITEV ŠTEVILA PREŽIVELIH   
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Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili pet vrst bakterij: 
Staphylococcus aureus ŽMJ72, ATCC25923 
Escherichia coli ŽM370, ATCC11229 
Salmonella enterica ŽMJ106 
Listeria monocytogenes ŽM58, 4b, IHM, Wuerzburg 
Bacillus cereus ŽMJ91, WSBC 10530 
 
3.2.2 Mikrobiološka gojišča 
 
Neselektivno gojišče TSA  (triptični sojin agar, Oxoid, CM0405, Anglija).  
 
Priprava: Zatehtali smo 30 g gojišča in dodali 750 ml destilirane vode. Vsebino smo  
premešali in 15 minut avtoklavirali pri 121 °C. Ko se je gojišče ohladilo na približno 60 °C, 
smo ga aseptično prelili v sterilne petrijevke (po 15 ml) in počakali, da se je strdilo. Shranili 
smo ga v hladilnik. 
 
Neselektivno gojišče TSB (triptični sojin bujon, Oxoid, CM0129, Anglija) 
 
Priprava: Zatehtali smo 15 g gojišča in dodali 500 ml dH2O. Steklenico smo dobro    
pretresli in vsebino razdelili v epruvete. Gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C, 15 minut. 
Gojišče smo hranili v hladilniku.                                                                         
 
Fiziološka raztopina (KH2PO4, Merck, Dermstadt, Nemčija, 1.04873.0250) 
 
Priprava: V 1000 ml bučko smo dodali 1,25 ml fiziološke raztopine s koncentracijo 3,4 g/ 
ml, nato pa jo z destilirano vodo dopolnili do oznake. Pripravljeno fiziološko raztopino smo 




Klorheksidin diacetat (Fluka, 1292416, Sigma-Aldrich Chemie, D-89555 Steinheim) 
 
3.2.4 Druge kemikalije in dodatki 
 
Reagent INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid, Sigma-Aldrich, 
I8377-5G, USA) 
96 % etanol (Merck, 1.00971, Dermstadt, Nemčija) 
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3.3 LABORATORIJSKA OPREMA 
 
Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri delu, je prikazana v Preglednici 1. 
 
Preglednica  1: Laboratorijska oprema 
OPREMA OZNAKA PROIZVAJALEC 
Inkubator I-115C Kambič, Slovenija 
Hladilnik / Whirlpool, ZDA 
Vrtinčno mešalo Vibriomix 104EV Tehtnica, Slovenija 
Plinski gorilnik / / 
Avtoklav Tip 250 Sutjeska, Beograd 
Digestorij Tip 382 Medilab Ravh, Slovenija 
Digitalna tehtnica PB1502-S Mettler Toledo, Švica 
 
Poleg opreme, navedene v Preglednici 1, smo uporabili še cepilne zanke, erlenmajerice, 
mikrotitrske ploščice (Nunc, Thermo Fisher Scientific, ravno dno, 266120), petrijeve plošče 
(Golias, Slovenija), bučke, palčke za razmaz mikrobne kulture, čaše, stojalo za epruvete, 
merilne valje (1000 ml), avtomatske pipete (P10, P100, P1000, Gilson, Francija; Eppendorf, 
Nemčija), laboratorijske steklenice (50 ml, 100 ml, 1000 ml) in Al-folijo.   
 
 
3.4 METODE DELA  
 
3.4.1 Priprava delovne suspenzije bakterij 
 
Bakterijsko kulturo smo s cepilno zanko prenesli v gojišče TSB (4 ml), vsebino premešali in 
24 ur inkubirali pri 37 °C. Naslednji dan smo kulturo razredčili tako, da smo v 10 ml gojišča 
TSB dodali 0,15 ml 24 urne kulture. Tak postopek smo ponovili pri vsaki bakterijski kulturi 
(3.2.1). 
 
3.4.2 Priprava osnovne in delovne raztopine klorheksidin diacetata 
 
Zatehtali smo 0,9 mg klorheksidin diacetata in ga raztopili v 5 ml sterilne destilirane vode. 
Osnovna raztopina klorheksidin diacetata je imela koncentracijo 180 mg/l.   
 
Za pripravo delovne raztopine smo uporabili  440 µl osnovne raztopine in 1560 µl gojišča 
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3.4.3 Določitev minimalne inhibitorne koncentracije klorheksidin diacetata z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 
Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici v gojišču TSB smo določali minimalno 
inhibitorno koncentracijo (MIC) klorheksidin dicetata za pet vrst bakterij (3.2.1). V 
mikrotitrsko ploščico smo v vse vdolbinice v vrstici A dodali 100 µl delovne raztopine 
klorheksidin diacetata (Slika 3). V vse vdolbinice v vrsticah od B-H smo dodali 50 µl gojišča 
TSB. Potem smo razredčevali delovno raztopino klorheksidin diacetata navzdol po vsakem 
stolpcu. Najprej smo iz A1 vzeli 50 µl in jih prenesli v B1 ter vsebino premešali. Nato smo 
iz B1 vzeli 50 µl in jih prenesli v C1, tako smo nadaljevali vse do H1, kjer smo 50 µl zavrgli. 
Enak postopek smo ponovili v stolpcih od 2-9 in 11-12. Stolpca 9 in 10 sta ostala prazna 
zaradi možne navzkrižne kontaminacije z bakterijami vrste B. cereus.      
 
Po končanem razredčevanju delovne raztopine klorheksidin diacetata smo aseptično v    
stolpca 1 in 2 dodali 50 µl delovne suspenzije bakterij vrste Staph. aureus, v stolpca 3 in 4 
50 µl bakterij vrste L. monocytogenes, v stolpca 5 in 6 bakterije vrste E. coli, v stolpca 7 in 
8 bakterije vrste S. enterica in v stolpca 11 in 12 bakterije vrste B. cereus. Tako so bile  
koncentracije klorheksidin diacetata naslednje v A vrstici 19,8 mg/l, v B vrstici 9,9 mg/l, v 
C vrstici 5,0 mg/l, v D vrstici 2,5 mg/l, v E vrstici 1,2 mg/l, v F vrstici 0,6 mg/l, v G vrstici 
0,2 mg/l in v H vrstici 0,3 mg/l (Slika 3). Potem smo mikrotitrske ploščice položili na 
stresalnik (100 obratov/minuto) in jih 24 ur inkubirali pri 37 °C. 
 
Slika 3: Koncentracije klorheksidin diacetata v mikrotitrski ploščici za določitev protibakterijske aktivnosti 
 
Vzporedno z pripravo mikrotitrske ploščice s padajočimi koncentracijami klorheksidin 
diacetata (Slika 3) smo pripravili tudi kontrolno mikrotitrsko ploščico. Pri kontrolni 
mikrotitrski ploščici (Slika 4) smo v stolpcih 1, 2, 3, 4 in 6 naredili pozitivne kontrole. 
Najprej smo v stolpce od 1 do 6 dodali 50 µl gojišča TSB. Potem smo v prvi stolpec v vse 
vdolbinice od A-H dodali delovne suspenzije bakterij vrste Staph. aureus, v drugi stolpec 
smo dodali bakterije vrste L. monocytogenes, v tretji stolpec bakterije vrste E. coli, v četrti 

































































































































































 Staph. aureus L. 
monocytogene
s 
E. coli S. enterica Prazen 
prostor 
B. cereus 
Bekrić T. Protibakterijska aktivnost klorheksidina.  
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
11 
stolpec bakterije vrste S. enterica in v šesti stolpec bakterije vrste B. cereus (Slika 4). Peti 
stolpec je ostal prazen zaradi možne navzkrižne kontaminacije z bakterijami vrste B. cereus. 
V stolpcih 10 in 12 smo pripravili negativne kontrolne vzorce. V stolpec 10 smo v prve štiri 
vdolbinice dodali 50 µl gojišča TSB in 50 µl delovne raztopine razkužila klorheksidin 
diacetata. V stolpec 12 smo v vse vdolbinice dodali 100 µl gojišča TSB (Slika 4). 
Mikrotitrsko ploščico smo prenesli na stresalnik (100 obratov/minuto) in inkubirali 24 ur pri 





















Slika 4: Kontrolni vzorci pri metodi razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
Legenda: Pozitivna kontrola: 50 µl delovne suspenzije bakterij Staph. aureus A1-H1, L. monocytogenes A2-
H2, E. coli A3-H3, S. enterica A4-H4, B. cereus A6-H6 + 50 µl gojišča TSB 
Negativna kontrola: TSB A10-E10 (50 µl) + klorheksidin diacetat A10-E10 (50 µl), TSB A12-E12  (100µl) 
 
Po inkubaciji smo v vse vdolbinice v mikrotitrskih ploščicah dodali 20 µl reagenta INT. 
Mikrotitrske ploščice smo 30 minut inkubirali pri 37 °C. Po 30 minutah smo pregledali 
rezultate. Če se je vsebina po dodatku reagenta INT obarvala, so bile tam metabolno še 
aktivne bakterije, če pa je vsebina ostala neobarvana, naj bakterije ne bi bile prisotne oziroma 
naj bi jih bilo premalo, da bi lahko videli spremembo barve. Pozitivne kontrole so se morale 
popolnoma obarvati, saj smo tako potrdili, da so bile bakterijske kulture pravilno 
pripravljene. Negativne kontrole so morale ostati neobarvane, le tako smo bili prepričani, da 
gojišče TSB in klorheksidin diacetat nista kontiminirana že tekom priprave. 
 
3.4.4 Določitev minimalne inhibitorne koncentracije klorheksidin diacetata z metodo 
štetja kolonij na gojišču TSA 
 
Z metodo štetja kolonij na trdem gojišču smo želeli potrditi vrednosti MIC klorheksidin 
diacetata, pridobljene z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Zato smo  po pregledu 
mikrotitrskih ploščic (3.5.3) iz vseh prvih neobarvanih vdolbinic v posamezni koloni 
mikrotitrske ploščice vzeli po 100 µl vsebine in z metodo štetja kolonij na trdem gojišču 
določili število preživelih bakterij. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B             
C             
D             
E             
F             
G             
H  
 
           
 POZITIVNA KONTROLA NEGATIVNA KONTROLA 
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Povprečno MIC za klorheksidin dieacetat za določeno vrsto bakterij smo izračunali kot 
povprečno vrednost dveh poizkusov. Povprečno vrednost in standardno deviacijo smo  









                                                                                                                                        … (1) 
            Legenda: x̄-povprečna vrednost 
            n-število poizkusov 
            MIC-minimalna inhibitorna koncentracija 
 
SD = √
∑ (MICi − x̄)2n1
n − 1
 
                                                                                                                                        … (2) 
          Legenda: SD-standardna deviacija  
            x̄-povprečna vrednost 
            n-število poizkusov 
            MIC-minimalna inhibitorna koncentracija 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 DOLOČITEV PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI KLORHEKSIDIN 
DIACETATA Z METODO RAZREDČEVANJA V MIKROTITRSKI PLOŠČICI           
 
Pri bakterijah vrste Staph. aureus in L. monocytogenes smo pri prvem poizkusu določili MIC 
0,6 mg/l  klorheksidin diacetata (Slika 5), pri drugem  pa 1,2 mg/l (Slika 6). 
 
Pri bakterijah vrste E. coli smo pri prvem poizkusu določili dve koncentraciji, ki bi lahko 
bili  MIC 0,6 mg/l in 1,2 mg/l (Slika 5). V drugem poizkusu smo vizualno neaktivne 
bakterijske celice vrst E. coli določili pri koncentraciji klorheksidin diacetata pri 1,2 mg/l 
(Slika 6).  
 
MIC za bakterije vrste S. enterica smo pri prvem poizkusu določili pri koncentraciji 
klorheksidin diacetata 9,9 mg/l (Slika 5). V drugem poizkusu smo MIC določili pri 9,9 mg/l 
oziroma 5,0 mg/l (Slika 6).  
 
Pri bakterijah vrste B. cereus smo vizualno neaktivne bakterijske celice določili pri 
koncentraciji klorheksidin diacetata 1,2 mg/l in 2,5 mg/l (Slika 5). V drugem poizkusu smo 




















Slika 5: Protibakterijska aktivnost klorheksidin diacetata določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici pri prvem poizkusu 
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Pozitivne kontrole pri prvem poizkusu so se v celoti obarvale (Slika 7), tako smo se 
prepričali, da so bile v delovnih suspenzijah dejansko aktivne bakterijske celice. Negativne 
kontrole so ostale neobarvane (Slika 7). Sklepali smo, da gojišče TSB in razkužilo nista bila 
kontaminirana. 
 
Pri drugem poizkusu se pozitivne kontrole niso idealno obarvale pri bakterijah vrst E. coli 
in  B. cereus, saj je v posamezni redčitveni koloni možno opaziti neobarvane prostorčke 
(Slika 8). Ta neobarvanost, ki naj bi kazala na neaktivnost bakterijskih celic, je verjetno 
posledica nepravilnega dodatka metabolnega reagenta INT. Negativni kontrolni vzorci so 







Slika 6: Protibakterijska aktivnost klorheksidin diacetata določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici pri drugem poizkusu 
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Slika 7: Kontrolni vzorci pri določanju protibakterijske aktivnosti klorheksidin diacetata pri prvem poizkusu  
















Slika 8: Kontrolni vzorci pri določanju protibakterijske aktivnosti klorheksidin diacetata pri drugem 
poizkusu  
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4.2 DOLOČITEV PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI KLORHEKSIDIN             
DIACETATA Z METODO ŠTETJA KOLONIJ NA TRDEM GOJIŠČU 
 
Z uporabo metode štetja kolonij na trdem gojišču TSA smo za vsako posamezno vrsto 
bakterij  in vsak poizkus posebej določili dejanski MIC. Najprej smo vsebino prvih 
neobarvanih vdolbinic iz mikrotitrske ploščice v kateri smo določali MIC klorheksidin 
diacetata prenesli na trdo gojišče TSA (Slika 9, na primer vdolbinica 1 in 2 pri koncentraciji 







Slika 9: Vzorci v mikrotitrskih ploščicah (A: pri prvem poizkusu; B: pri drugem poizkusu) v katerih smo 
določili preživele bakterije po delovanju klorheksidin diacetata z metodo štetja kolonij na trdem gojišču 
 
Število bakterij, ki so preživele, je prikazano v Preglednici 2. V prvem poizkusu smo določili 
8,6x102 CFU/ml bakterije vrste Staph. aureus, v drugem pa 1,6x103 CFU/ml, medtem ko je 
bilo bakterij vrste L. monocytogenes v obeh poizkusih pod mejo detekcije (˂10 CFU/ml). 
Število preživelih bakterij vrste E. coli je v prvem poizkusu znašalo 1,7x102 CFU/ml, v 
drugem pa je bilo število manjše od 10 CFU/ml. Bakterije vrste S. enterica smo v prvem 
poizkusu prešteli 2,6x103 CFU/ml, v drugem pa 2,4x103 CFU/ml. Število preživelih bakterij 
vrste B. cereus je bilo v obeh poskusih pod 10 CFU/ml. 
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Preglednica  2: Število preživelih bakterij pri različnih koncentracijah klorheksidin diacetata 
 
Legenda: /-nismo določili števila preživelih bakterij; krepko označena števila bakterij pomenijo ocenjeno 
vrednost MIC 
 
Povprečne vrednosti MIC klorheksidin diacetata za posamezno vrsto bakterij so 
predstavljene na Sliki 8. Iz dobljenih rezultatov vidimo, da je povprečna vrednost MIC za 
bakterije vrst Staph. aureus in L. monocytogenes 0,9±0,3 mg/l, ter B. cereus  1,5±0,6 mg/l. 
Za bakterije vrste E. coli smo določili MIC pri 1,1±0,3 mg/l  in za bakterije vrste S. enterica 
pri 8,7±2,5 mg/l. 
 
 
Slika 10: Povprečen MIC klorheksidin diacetata za različne vrste bakterij 
Legenda:  MIC: minimalna inhibitorna koncentracija 
Iz zbranih rezultatov vidimo, da je povprečen MIC za sporogene bakterije vrste B. cereus  
pri 1,5±0,6 mg/l, kar pomeni, da so te bakterije manj odporne kot gramnegativne bakterije 
katerih povprečna vrednost MIC je 4,9±4,4 mg/l. Sporogene bakterije vrste B. cereus so bile 
v naših eksperimentih bolj občutljive za razkužilo klorheksidin diacetat, kot gramnegativne 





























Število preživelih bakterij (CFU/ml) pri različnih koncentracijah  
klorheksidin diacetata 




1 8,6x102 / / / / / 




1 <10 / / <10 / / 




/ <10 <10 / 
0,2x102 
2 / <10 <10 <10 / / 
S. enterica 
1 / / / / 2,6x103 / 
2 / / / 2,4x103 <10 <10 
B. cereus 
1 / <10 <10 / / / 
2 / <10 <10 / / / 
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deloma potrdili prvo hipotezo. Drugo hipotezo, da so grampozitivne bakterije vrst Staph. 
aureus, L. monocytogenes bolj občutljive (MIC 1,1±0,5 mg/l) za razkužilo klorheksidin 
diacetat, kot gramnegativne bakterije vrst E. coli in S. enterica, smo potrdili. 
 
Olorode in sod. (2014) so raziskovali učinkovitost klorheksidin glukonata s tremi 
gramnegativnimi bakterijami rodov Salmonella, Vibrio, Campylobachter in kvasovkami 
rodu Candida, ki so jih izolirali s površin predpasnikov klavniških delavcev. Najbolj 
odporne so se izkazale bakterije rodu Salmonella. Tudi v naši raziskavi je bil MIC 
klorheksidin diacetata pri bakterijah vrste S. enterica najvišji.  
 
V raziskavi so Penna in sod. (2001) uporabili dve vrsti sporogenih bakterij tako, da so z 
razkužili tretirali spore bakterij vrst B. subtilis in B. stearothermophilus. Na spore razkužilo 
klorheksidin diglukonat ni delovalo. Pri našem eksperimentalnem delu nismo pripravili 
suspenzije bakterijskih spor bakterij vrste B. cereus ampak smo MIC določili s suspenzijo v 
kateri so bile tako vegetativne celice kot spore in zato rezultatov ne moremo direktno  
primerjati s Penna in sod. (2001). Pridobljeni rezultati pa vseeno pokažejo, da so bile 
bakterije vrste B. cereus precej manj občutljive za klorheksidin diacetat kot druge 
grampozitivne bakterije. 
 
Beltrame in sod. (2012) so raziskovali učinkovitost klorheksidina z bakterijami vrst Staph. 
aureus, E. coli in L. monocytogenes, ki so jih izolirali iz delovnih površin klavnic. Bakterije 
so izpostavili štirim koncentracijam razkužila (2000 mg/l, 5000 mg/l, 8000 mg/l, 11000 
mg/l) pri  10 °C in 45 °C in treh kontaktnih časi (2, 10 in 18 minut).  Uporabili so 
razredčevalno-nevtralizacijsko metodo. Ugotovili so, da je za baktericidno delovanje 
potrebna koncentracija 2000 mg/l. Pri bakterijah vrste E. coli je dovolj že 2 minutni 
kontaktni čas, medtem ko je kontaktni čas  pri bakterijah vrst S. aureus in L. monocytogenes 
10 minut pri 45 °C in 18 minut pri 10 °C . Pri našem eksperimentalnem delu smo uporabili 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici in nato še metodo štetja kolonij na trdem 
gojišču ter tako določali MIC in ne bakteriocidno delovanje klorheksidin diacetata. Pri 
našem eksperimentalnem delu je bil kontaktni čas 24 ur, medtem ko so Beltrame in sod. 
(2012) uporabili razredčevalno-nevtralizacijsko metodo s kontaktnimi časi od 2 do 18 minut 
ter zato tudi večje koncentracije klorheksidina. 
 
V raziskavi so Fernandez-Fuentes in sod. (2012) raziskovali učinkovitost klorheksidina. 
Bakterije, ki so jih uporabili so izolirali iz živil. Uporabili so različne koncentracije razkužila 
in ugotovili, da je 57,4 % izoliranih bakterij bilo inhibiranih pri koncetraciji 100 mg/l. Tudi 
koncentracija 10 mg/l je bila učinkovita, saj je inhibirala 35,5 % izoliranih bakterij. V 
raziskavi so koncentracije višje kot pri nas saj so uporabili bakterije izolirane direktno iz 
živil. Predvidevamo lahko, da so te bakterije med pridelovalno-prodajnim postopkom živila 
že lahko razvile določeno odpornost. Sevi bakterij s katerimi smo mi izvajali 
eksperimentalno delo so bili ali tipski sevi ali pa sevi ki so bili že dalj časa shranjeni (in tudi 
precepljeni) v Zbirki mikroorganizmov Laboratorija za živilsko mikrobiologijo na Oddelku 
za živilstvo Biotehnične fakultete. 
 
Long III in sod. (2019) so v raziskavi ugotavljali  učinkovitost klorheksidin diglukonata na 
patogene bakterije. V tekočem gojišču TSB so preverili učinkovitost razkuževanja na izbrani 
površini, ki je bila goveja koža. Uporabili so bakterije vrst E. coli, S. enterica in L. 
monocytogenes. Rezultati so pokazali, da razkužilo  najslabše deluje na bakterije vrste L. 
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monocytogenes in najbolje na bakterije vrste S. enetrica. V našem eksperimentalnem delu je 
klorheksidin diacetat najslabše deloval ravno na te vrste bakterij. Na goveji koži pa je bil 
klorheksidin diacetat najbolj aktiven na bakterije vrste L. monocytogenes. Tudi v našem 





Iz eksperimentalno dobljenih rezultatov, kjer smo aktivnost klorheksidin diacetata določili z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici v gojišču in z metodo štetja kolonij na gojišču,   
lahko sklepamo, da: 
  
 so proti klorheksidin diacetatu najbolj odporne gramnegativne bakterije vrste S. 
enterica  
 so gramnegativne bakterije vrst E. coli in S. enterica bolj odporne proti klorheksidin 





V diplomskem delu smo določili protibakterijsko aktivnost razkužila klorheksidin diacetata. 
Za poizkuse smo vzeli grampozitivne bakterije vrst L. monocytogenes ŽM58 in Staph. 
aureus ŽMJ72, gramnegativne bakterije vrst E. coli ŽM370 in S. enterica ŽMJ106 in 
sporogene bakterije vrste B. cereus ŽMJ91. Protibakterijsko delovanje in inhibicijo rasti smo 
ovrednotili z določitvijo povprečne minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). Za 
določitev približnih vrednosti MIC smo najprej v tekočem gojišču TSB uporabili metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Za vizualno določitev še aktivih bakterij smo po 24 
urni inkubaciji dodali reagent INT. Vsebino prvih neobarvanih vdolbinic iz mikrotitrske 
ploščice smo prenesli na gojišče in z metodo štetja kolonij na trdem gojišču določili število 
živih bakterij. Določili smo, da so najbolj odporne gramnegativne bakterije vrste  S. enterica  
z MIC 8,7±2,5 mg/l in E. coli 1,1±0,3 mg/l. Razkužilo je učinkovalo na bakterije vrste B. 
cereus pri 1,5  mg/l. MIC za  grampozitivne bakterije vrst Staph. aureus in L. monocytogenes 
je bil pri 0,9±0,3 mg/l. Klorheksidin diacetat je bil učinkovit proti vsem izbranim bakterijam 
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